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间 斑 完 蛛 粗 毒液 的 生理 生化 分 析 及 两 种 采 毒 方法 的 比较 
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(1. 湖南 师范 大 学 蛋白 质 化 学 及 发 育 生物 学 教育 部 重点 实验 室 ， 湖 南 长 沙 410081; 
2. 湖南 师范 大 学 化 学 生物 学 及 中 药 分 析 教 育 部 重点 实验 室 ， 湖 南 长 沙 410081) 























































































































摘要 : 利用 两 种 不 同方 法 采集 间 斑 宕 蛛 (Latrodectus tredecimguttatus) 毒液 并 对 其 进行 理化 和 生物 学 性 质 的 
比较 分 析 。 结 果 显 示 ， 粗 毒液 中 的 蛋白 质 成 分 主要 是 相对 分 子 质量 较 大 C10 的 酸性 蛋白 质 。 与 毒 囊 粗 毒液 相 
比 ， 电 刺激 粗 毒液 中 相对 分 子 质量 在 10* 左 右 的 蛋白 质 含量 明显 高 于 毒 囊 粗 毒液 中 的 含量 ， 而 两 者 中 相对 分 子 质 
量 较 小 (<10 的 蛋白 质 与 多 肽 的 组 成 非常 相似 。 电 刺激 粗 毒 冻 干 粉 和 毒 圳 粗 毒 冻 干 粉 对 小 白鼠 的 LDso 值 分 别 为 
(0.16+0.03) mg/kg 和 (0.39 土 0.05)mg/kg 体 重 ; HP SEWN HEME (Periplaneta Americana) 的 LDso 值 分 别 为 1.87hg/g 和 2.32 
hg/g。 在 浓度 为 3.2X104g/mL 时 ， 电 刺激 粗 毒 冻 干 粉 能 在 〈25.0 士 2.2) min 内 完全 阻 断 小 鼠 脑 神经 - 脑 肌 标本 的 神 
经 肌肉 接头 传递 ， 毒 圳 粗 毒 冻 干粉 在 浓度 为 6X10 人 gjmL 时 的 完全 阻 断 时 间 为 〈23.3 士 2.2) min; 粗 毒液 中 的 低 相 
对 分 子 质量 (<10) 部 分 在 10“g/mL 浓 度 下 对 标本 的 神经 肌肉 接头 传递 无 明显 影响 。 上 述 结果 表明 ， 间 斑 寇 蛛 毒 
液 是 一 种 富 含 大 分 子 量 蛋 白质 的 混合 物 ; 哺乳 动物 神经 毒性 主要 基于 其 中 的 大 的 相对 分 子 质量 酸 性 蛋白质 成 分 ， 
而 不 是 低 的 相对 分 子 质量 的 多 肽 ， 电 刺激 粗 毒液 中 的 活性 成 分 与 毒 喜 粗 毒液 中 的 相似 ， 但 含量 高 于 毒 圳 粗 毒液 。 


关键 词 : 间 斑 宕 蛛 ， 粗 毒液 ， 粗 毒液 采集 ， 人 性 质 ， 比 较 分 析 
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Venom Properties of the Spider Latrodectus tredecimguttatus and 
Comparison of Two Venom-Collecting Methods 


DUAN Zhi-gui', YANG Jing', YAN Xiao-jun', 
ZENG Xiong-zhi', WANG Xian-chun'*”, LIANG Song-ping’” 


(1. Key Laboratory of Protein Chemistry and Developmental Biology of Ministry of Education of China, Hunan Normal University, Changsha 410081, China; 
2. Key Laboratory of Chemical Biology and Traditional Chinese Medicine Research of Ministry of Education of China, Hunan Normal University, 
Changsha 410081, China) 


Abstract: The bioactivities and proteinous compositions of venoms collected by two different methods from 
Latrodectus  tredecimguttatus were analyzed and compared. Most of proteinous venom components were 
high-molecular-mass acidic proteins (>10). Compared with the venom obtained from dissected venom gland (DGV), the 
venom obtained by electrical stimulation (ESV) contained more high molecular mass proteins, but the venom proteins 
and peptides with low molecular mass (<10*) in the preparations were very similar. Intraperitoneal injection of the two 
venoms in mice gave rise to similar poisoning symptoms and the LDso values of ESV and DGV were (0.16 +0.03)mg/kg 
and (0.39+0.05) mg/kg, respectively. LDso values of ESV and DGV in cockroaches (Periplaneta Americana) were 1.87 
ug/g and 2.32 ug/g, respectively. ESV was able to block neuromuscular transmission in the mouse phrenic 
nerve-hemidiaphragm preparation within (25.0+2.2)min at a concentration of 3.2 X 10%g/mL, whereas DGV blocked 
neuromuscular transmission within (45.71.8)min at the same concentration. The fraction of the venom containing 
proteins and peptides with molecular mass <10* did not obviously affect the transmission. Those results demonstrated that 
Latrodectus tredecimguttatus venom was a mixture rich in larger proteins rather than smaller proteins and peptides; the 
mammalian toxicities of the venom were due primarily to the high molecular weight acidic proteins rather than low 
molecular weight peptides; the active components contained in ESV and DGV were similar but the content in ESV was 
higher than that in DGV. 
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著 增 加 ， 且 对 将 椎 动物 、 昆 虫 或 甲壳 
类 动物 有 着 不 同 的 专 一 性 (Ushkaryov et al, 2004)。 
最 多 的 是 a -latrotoxin, 在 有 或 无 Ca** 
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定 了 这 种 激酶 是 一 种 琉 基 
内 肘 酶 ， 这 种 酶 能 够 众 化 切断 肽 内 的 有 晴 氨 酸 凑 基 端 
大 鼠 的 实验 结果 表明 ， 两 种 上 
激 肽 增 效 多 肽 能 够 延长 血管 舒缓 激 肽 的 抑制 
刺激 细胞 释放 组 氨 酸 和 降低 血压 。Volkova et al 
(1995) 从 间 斑 寇 蛛 粗 毒液 9 




















ETE 
EH, 




















FP 分 离 出 了 两 种 低 相 对 分 
白质 LMWP 和 LMWP2， 实 验证 明 这 两 种 








Americana) 均 














在 


We WA BE FR Th 


多 





中 ’ 毒液 采集 


集 是 重要 的 第 








30 卷 


Ys SFE HE 


1 FTE ESR MA BUD, ARER 
FETA AE WE AT IT YY, MHARE 


BE ARK ETT IA AE oD A WA RE AR Js EAT YO EM 
(Volkova et al, 1995; Frontali et al, 1976; Gorio & 
Mauro, 1979; Misler & Hurlburt, 1997; Foradori et al, 
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毒 吉 中 抽 提 毒素 的 方法 由 于 其 操作 简单 而 仍 被 经 
常 采 用 。 
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Bradford 法 测定 蛋白 质 含 量 ， 以 BSA 为 标准 蛋白 质 
制定 标准 曲线 ， 测 定 粗 毒液 溶液 的 浓度 ， 得 出 电 刺 
激 粗 毒 冻 和 干粉 和 毒 宫 粗 毒 冻 干粉 的 蛋白 质 含量 分 
别 为 53.2% 和 37.0%. 
1.3” 半 致死 剂量 的 测定 

小 鼠 半 致死 剂量 的 测定 参照 Schweitz (1984) 及 
Liang et al (1993) 的 方法 进行 。 准 确 称 重 的 毒素 溶解 
于 生理 盐水 后 10000g 离心 10min， 收 集 上 清 。 测 
定 毒 职 粗 毒液 半 致 死 剂 量 时 , 36 只 昆明 种 小 鼠 随 机 
分 成 6 组 , 其 中 五 组 分 别 按照 0.608、0.468、0.360、 
0.277 和 0.213 mg/kg 的 剂量 每 只 腹腔 注射 20 pL R 
液 ， 并 设 生理 盐水 对 照 组 。 测 定 电 刺 激 粗 毒液 半 致 
死 剂 量 时 ，54 只 昆明 种 小 鼠 随 机 分 成 9 组 ， 其 中 8 
组 分 别 按照 0.359、0.276、0.213，0.163，0.126、 
0.097、0.074 和 0.057mg/kg 的 剂量 每 只 腹腔 注射 20 
uL 毒液 ， 设 生理 盐水 对 照 组 。 观 察 每 组 小 鼠 24h 
内 的 死亡 率 ， 根 据 每 组 的 死亡 率 计算 半 致 死 剂量 。 

FABER HELD so HY Wl KE BS HA Schweitz (1984) 
TEIT. FA SSI We AE Ge AE 0.951, 1.521, 
2.434, 3.894 和 6.230hg 的 剂量 从 第 四 、 五 腹 板 交接 
处 注入 腹腔 ， 对 照 组 为 等 体积 的 生理 盐水 ,观察 24 
h 内 的 死亡 率 。 
1.4 ”及 神经 胎 肌 实验 

实验 在 离 体 的 小 鼠 甩 神经 - 胎 肌 标本 上 进行 
(Zhou et al, 1997)。 昆 明 种 小 鼠 颈 部 脱位 致死 后 ， 迅 
速 分 离 甩 神经 甩 肌 并 放 入 盛 有 人 台 氏 液 的 标本 槽 中 ， 
30~32C 恒 温 并 持续 供 氧 (9$% O2/5% CO2). M EH 
吸附 电极 刺激 甩 神 经 〈 超 强 刺激 ， 频 率 0.2Hz， 持 
续 2ms, 方 波 )， 机 - 电 转 换 器 将 张力 信号 转换 成 电 
言 号 后 被 信号 处 理 系统 Model Biolap 98, 中 国 ) id 
1.5” 粗 毒液 的 RP-HPLC 分 析 

RP-HPLC 在 Waters 公 司 的 Alliance HPLC 仪 器 
上 进行 ,所 用 分 析 柱 为 反 相 C4 柱 (4.6mmX250mm， 
依 利 特 公司 ), 检测 器 为 996 光 检 测 器 。 流动 相 A 为 
含 0.1% TFA 的 ddH20; 流动 相 B 为 含 0.1% TFA 的 
ACN. 洗 脱 梯度 为 O~45min, 0~90% B; 流速 0.7 
mL/min; 280nm 检 测 。 每 次 进 样 量 均 为 1mg 粗 毒 冻 
干粉 。 
1.6 质谱 分 析 

质谱 分 析 在 Ultraflex TOF/TOF ( Bruker 
Daltonics) 上 进行 ， 线 性 操作 模式 。 线 性 检测 器 
压 、 离 子 源 1、 离 子 源 2 和 离子 源 棱镜 电压 分 别 为 
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理 生 化 分 析 及 两 种 采 毒 方法 的 比较 383 
1.642V、25V、23.4V 和 6.0V， 激 光 频 率 50Hz, 
外 标 校 正 。 

1.7 SDS-PAGE 分 析 

两 种 粗 毒液 的 SDS-PAGE 分 析 参 照 Laemmli 
(1970) 的 方法 在 12% 的 变性 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 上 进 
行 。 两 种 冻 干 的 粗 毒 冻 干 粉 各 70 ng， 分 别 洲 解 在 


704L 样品 溶解 液 (50mmolL Tris-HCl, pH 6.8, 65 
mmol/L DTT, 0.5mmol/L PMSF, 2% SDS 及 痕 量 的 
省 酚 蓝 ) 中 ， 沸 水 浴 3min。 冷 却 后 在 10000g 转速 
下 离心 13min， 取 上 清 液 加 入 上 样 槽 ， 以 低 相 对 分 
子 质量 标准 蛋白 质 作 为 对 照 。 浓 缩 股 的 电泳 电流 为 
离 胶 的 电泳 电流 为 40mA。 电泳 完成 后 银 




























































































1.8 双向 凝 胶 电泳 

双向 凝 胶 电 泳 参照 Bjellqvist (Bjellqvist et al, 
1993) 的 方法 进行 。250hsg 粗 毒 冻 干 粉 溶解 在 350pL 
水 化 液 中 [8molL urea, 4% CHAPS (w/v), 65mmol/L 
DTT, 0.5% IPG buffer (v/v), 0.5% pharmalyte, JX Œ 
RO], 10000g 离心 10min。 上 清 液 加 至 放 有 18 
cm pH4-7 固 相 胶 条 的 等 电 聚 焦 电 泳 槽 中 , 并 加 甘油 
履 盖 。 按 照 30V 14h, 500V 1h, 1000V 1h, 8 000V 
至 22500Vh 的 梯度 等 电 聚 焦 电 泳 过 夜 。 后 将 载 有 毒 
素 和 蛋白 质 的 胶 条 先后 在 平衡 液 A (0.05 mol/L 
Tris-HCl, pH6.8, 8mol/L urea, 30% glycerol, 1% SDS 
和 0.2% DTT) 和 平衡 液 B (0.05 mol/L Tris-HCl, 
pH6.8, 8mol/L urea, 30% glycerol, 1% SDS, 3% fill 
乙酰 腕 ， 痕 量 澳 酚 蓝 ) 中 平衡 13min。 随 后 将 胶 条 转 
至 第 二 向 凝 胶 。 在 5% 浓 缩 胺 中 电泳 的 电流 为 20 
mA，12% 分 离 胶 中 电泳 的 电流 为 50mA， 电 泳 温度 
10°C 。 待 溴 酚 蓝 线 电泳 至 距离 凝 胶 末 端 1cm 处 时 停 
止 ， 分 离 后 的 蛋白 质 银 染 显 色 


A MAES o 
24 R 


21 ARSE 

小 鼠 腹 腔 注 射 两 种 方法 采集 的 粗 毒液 后 ，， 
症状 非常 相似 ， 主 要 有 四 胶 瘫 软 、 多 汗 、 人 惊厥 、 不 
进食 、 呼 吸 急促 、 睁 眼 困 难 和 小 便 失 禁 等 。 而 生理 
盐水 对 照 组 小 鼠 的 行为 正常 。 电 刺激 粗 毒 冻 干粉 和 
毒 面 粗 毒 冻 干 粉 的 LDso 分 别 为 《0.16 士 0.03 ) mg/kg 
和 0.39 土 0.05) mg/kg, Tt Se AE WMI LD sof N 
分 别 为 1.87 hg/g 和 2.32 hg/g。 这 些 结果 显示 ， 粗 毒 
液 中 含有 针对 哺乳 动物 和 昆虫 的 活性 毒素 成 分 
电 刺 激 粗 毒液 的 毒性 成 分 含量 更 高 。 
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2.2 ” 粗 毒 液 对 胎 神 经 -有 肌 标 中 神经 肌肉 接头 传递 


中 ， 





iB, 


RU Po 


的 影响 





BOER 


其 张力 























氏 液 中 的 肪 神经 - 肪 肌 标本 在 
言 号 无 明显 改变 (图 1A)。 加 入 粗 毒液 后 
经 引起 的 张力 信号 逐渐 减弱 ， 直 至 完全 消 
失 ， 提 示 神 经 肌肉 接头 传递 被 完全 阻 断 。 完 全 阻 断 
后 ， 对 直接 刺激 脐 肌 引起 的 收缩 并 无 明 
1E)。 两 利 








Sy 








LEA 
显影 
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10 


刺激 过 程 





( 攻 
" 粗 毒 液 都 能 阻 断 标本 的 神经 肌肉 接头 传 
但 两 种 粗 毒液 的 活性 水 平 存在 差异 。 





> 





REREH BE 


冻 干 粉 浓度 为 3.2 hg/mL 时 ， 完 全 阻 断 神经 肌肉 接 


头 传递 的 时 i 








加 


W (45.74£1.8) min (图 1B)， 而 相同 


浓度 的 电 刺 激 粗 毒 冻 干 粉 在 (25.0 土 2.2〉 min 内 即 
IC), 说 明 电 刺激 粗 毒 冻 干粉 的 活 


可 完全 阻 断 之 (图 


图 1 FABER) BTA A 
Fig. 1 
A: XTRA; B: aH 
10%g/mL; E: FEA BWE ELBE HPAL. 





Bx 


九 





性 更 高 (P<0.01)。 此 外 ,相同 实验 条 人 


30 卷 


F 下 粗 毒 冻 干 


粉 的 低 相 对 分 子 质量 成 分 (<10 和 ) 在 浓度 高 达 100 

















hg/mL( 合 并 反 相 峰 冻 干 后 称 量 配制 ) 时 也 未 能 对 标 


本 的 神经 肌肉 接头 的 传递 产生 明显 的 影响 (图 1D)。 
2.3 RP-HPLC 分 析 


RP-HPLC 分 析 显 示 , 两 种 粗 毒 液 主 


H 


要 成 分 的 出 


峰 时 间 大 约 分 布 在 5 和 13 min 左右 和 20 一 40 min 


之 间 (图 


2B) Æ keH 
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15 min y% 
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2). (AAT HAH, BHR CAI 
2A) 中 的 复杂 , 在 5 一 
围 内 从 反 相 柱 上 洗 脱 的 成 分 比较 多 , 提示 
更 多 的 亲 水 性 较 强 的 小 分 子 物 


质 ; 在 30min 以 后 出 现 更 多 的 洗 脱 峰 ， 说 明 毒 吉 粗 
毒液 含有 
粗 毒 液 。 














| Adding electrical stimulation venom 
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| Adding low-molecular-mass fraction 
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Ha ll A | TA 


经 肌肉 接头 传递 的 影响 


Effects of venoms on neuromuscular transmission in isolated mouse phrenic nerve-hemidiaphragm 


ht AS PE BB KD TRDE F HR 


HERR RNR RED 3.2 X 10° g/mL; C: 电 刺 激 粗 毒 冻 干粉 浓度 为 3.2X 10 g/mL; D: 低 相 对 分 子 质量 成 分 浓度 为 1X 


A: Control; B: 3.2X 10°g/mL of venom obtained from dissected venom gland; C: 3.2 X 10°g/mL of venom obtained by electrical stimulation; D: 


10“g/mL of low-molecular-mass fraction; E: Direct stimulation on hemidiaphragm after blockade. 
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Fig.2 RP-HPLC chromatograms of venoms collected from Latrodectus tredecimguttatus by two different methods 











A: 电 刺 激 粗 毒液 ，B: JÆ. A: Venom obtained by electrical stimulation; B: Venom obtained from dissected venom gland. 
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24 ”相对 分 子 质量 低 于 10“ 的 多 肽 组 分 的 质谱 分 析 ”都 不 多 (图 3)。 主 要 多 肽 成 分 的 相对 分 子 质量 分 布 
质谱 分 析 结 果 显 示 ， 两 种 粗 毒液 的 多 肽 成 分 相 Æ 6x10' 一 8x10% 的 范围 内 ， 其 中 两 种 主要 成 分 的 相 
Wh, 且 相 对 分 子 质量 低 于 10 ` 且 丰 度 较 高 的 多 肽 组 分 ”对 分 子 质量 (MHH ) 分 别 为 7823 和 7950。 
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—.— 7823.4 


相对 强度 Relative intensity (%) 





2000 4000 6000 8000 1000 2000 4000 6000 8000 10000 
质 荷 比 m/z 
图 3 两 种 方法 采集 的 间 斑 寇 蛛 粗 毒液 中 低 相 对 分 子 质量 部 分 的 质谱 分 析 图 
Fig.3 Mass spectrometric analysis of low- molecular fraction of venoms collected from Latrodectus tredecimguttatus 
by two different methods 
A: 电 刺 激 粗 毒液 ，B: RER. 


A: Venom obtained by electrical stimulation; B: Venom obtained from dissected venom gland. 



































2.5 SDS-PAGE 分 析 

粗 毒 液 的 SDS-PAGE 图 谱 如 图 4 所 示 。 两 种 粗 。” 毒液 中 的 蛋白 质 的 相对 分 子 质 量 大 多 在 10' 以 上 。 
A B BE FEAE BE YL FY de HBS E Yak FR BAS eH EY 
青 晰 ， 提 示 前 者 的 组 成 更 为 复杂 ， 可 能 存在 脂 质 污 
ae 染 等 。 相 对 于 毒 圳 粗 毒液 来 说 ， 电 刺激 粗 毒液 有 更 
66.2 =" 多 的 蛋白 质 分 布 ， 其 相对 分 子 质量 在 10; 左 右 。 

2.6 ”双向 凝 胶 电泳 分 析 
在 采用 宽 等 电 点 范围 Cpl 3 一 10) 胶 条 的 双向 
凝 胶 电 泳 的 预 实验 中 发 现 ， 大 多 数 的 粗 毒液 蛋白 质 
310 ~ | 分 布 在 酸性 范围 中 〈 图 谱 未 列 出 )。 因 此 ， 我 们 先 
FE pH4~7 的 IPG 胶 条 以 更 好 地 分 离 粗 毒液 蛋白 质 
(图 $)。 图 谱 分 析 软 件 显示 ， 电 刺激 粗 毒液 的 蛋白 
20.1 质点 少 于 250 个 , M ee SERA EK AY A A Jot et 500 
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97.4 


66.2 | = 3 
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图 4 两 种 方法 采集 的 间 斑 完 蛛 粗 毒液 SDS-PAGE 图 
Fig.4 SDS-PAGE gel images of venoms collected 
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Fig.5 2-DE gel images of venoms collected from 








from Latrodectus tredecimguttatus by 
two different methods 
A: 电 刺 激 粗 毒液 ，B: ER. 


A: Venom obtained by electrical stimulation; B: Venom obtained from 


Latrodectus tredecimguttatus by two 
different methods 
A: 电 刺 激 粗 毒液 ，B: EHER. 


A: Venom obtained by electrical stimulation; B: Venom obtained from 























dissected venom gland. 
dissected venom gland. 
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个 ， 说明 从 分 离 的 毒 赛 抽 提 毒 素 时 被 更 多 的 非 毒 素 
和 蛋白质 所 污染 。 此 外 ， 从 凝 胶 图 像 可 以 看 出 ， 大 多 
数 的 蛋白 质 的 相对 分 子 质量 分 布 在 10°~6.6 x10“ 的 
范围 中 ， 其 相对 分 子 质量 在 大 于 6.6 x104 的 区 域 
和 蛋白质 电 较 少 ， 这 表明 一 些 大 分 子 量 和 蛋白质 在 等 点 
聚焦 电泳 过 程 中 被 丢失 ， 示 能 进入 二 向 凝 胶 。 


3 it it 


全 世界 每 年 都 发 生 许 多 被 Lactrodectus 属 间 斑 
宕 蛛 蜘蛛 咬 伤 的 中 毒 事件 。 尽 管 导 致 人 员 和 死亡 的 事 
件 很 少 发 生 ， 但 是 如 果 没 有 得 到 及 时 的 治疗 ， 使 病 
人 人 饱 受 痛苦 的 中 毒 症状 可 能 要 持续 儿 天 乃至 儿 个 
星期 。 由 于 难以 得 到 足够 量 的 间 斑 蜂 蛛 毒素 ， 妨 碍 
了 毒素 研究 的 系统 和 深入 。 所 以 至 今 为 止 ， 对 其 毒 
素 成 分 和 中 毒 机 理 尚 缺乏 全 面 的 了 解 。 早 期 研究 通 
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制 猪 物 。 然 而 ， 电 刺激 采集 毒液 时 则 容易 同时 刺激 
消化 液 的 分 泌 ， 如 不 采取 适当 措施 ， 消 化 液 中 的 许 
多 蛋白 酶 和 其 它 酶 可 能 降解 毒素 成 分 。 在 本 研究 
中 ， 建 立 了 一 种 适合 小 型 蜘蛛 活体 采 毒 的 电 刺 激 方 
法 ， 且 在 给 予 电 刺 激 之 前 将 一 洁净 薄 塑 料 片 置 于 口 
器 与 鳌 胶 之 间 ， 既 可 以 有 效 防止 消化 液 的 污染 ， 又 
方便 微量 注射 器 或 移 液 器 收集 毒液 。 用 这 种 方法 采 
集 的 毒液 未 受 组 织 和 蛋白 和 其 他 成 分 的 污染 ， 所 以 更 
能 代表 纯 的 蜂 蛛 毒液 ， 更 适合 用 来 研究 间 斑 完 蛛 粗 
毒液 的 理化 和 生物 学 性 质 。 

液 相 色谱 、 凝 胶 电泳 和 生物 质谱 等 分 析 技 术 相 
结合 可 以 帮助 我 们 较为 全 面 地 了 解 间 斑 寇 蛛 毒液 
的 组 成 ， 尤 其 是 其 中 的 蛋白 质 和 多 肽 成 分 。 分 析 结 
表明 ， 间 斑 害 蛛 粗 毒 液 主要 由 相对 分 子 质量 较 大 
的 酸性 蛋白 质 组 成 ， 相 对 分 子 质 量 10 "以 下 的 蛋白 











































































































































































































常 采 用 的 采 毒 方法 是 匀 浆 离 体 毒 吉 后 抽 提 毒素 
(Volkova et al, 1995; Frontali et al, 1976; Gorio & 
Mauro, 1979; Misler & Hurlburt, 1997; Foradori et al, 
2005). SES, 采用 此 法 得 到 的 粗 毒液 不 可 避免 的 被 




















质 和 多 肽 较 少 。SDS-PAGE 分 析 结 果 显 示 ， 电 刺激 
粗 毒液 中 相对 分 子 质 量 在 10* 左 右 的 蛋白 质 含量 高 
于 毒 喜 粗 毒液 ， 提 示 相 对 分 子 量 在 10 以 上 的 代表 
性 Latrotoxins 类 毒素 蛋白 (Grishin，1998) 在 电 刺激 粗 



















































































大 量 的 非 毒素 蛋白 质 所 污染 。 本 研究 中 ， 毒 宫 粗 毒 
液 的 蛋白 质 含量 (37.0%) 比 电 刺激 粗 毒液 要 低 
《55.2%)， 说 明 采 用 穿刺 分 离 毒 吉 后 再 提取 的 方法 
获取 毒素 时 可 能 被 除 组 织 和 蛋白 质 外 的 非 蛋白 质 成 
分 的 污染 ， 同 时 缓冲 液 的 离子 成 分 的 存在 也 降低 了 
粗 毒液 的 蛋白 质 含 量 。 但 采用 穿刺 分 离 毒 圳 后 再 提 
取 的 方法 获取 毒素 可 以 降低 污染 程度 ， 文 献 报 道 的 
BE ES) IK IA BE HG FV) BE ek WH YE IE BF E: 
(0.59 mg/kg) (McCrone, 1964) A TENE F Hl 
法 得 到 的 粗 毒 液 半 致 死 剂量 (0.39 mg/kg) 证 明了 这 

由 于 分 离 毒 吉 获取 毒素 的 方法 无 法 避免 污染 
且 不 能 重复 利用 宝贵 的 蜘蛛 毒素 资源 。 所 以 ， 许 多 
研究 尝试 从 活体 动物 采集 毒液 的 各 种 方法 ， 其 中 用 






















































































































































































得 较 多 的 是 电 刺激 法 (Liu et al, 1995; Graudins et al, 





2001; Daly et al, 2001; Binford et al, 2003; 
Richardson et al, 2006)。 然 而 ， 电 刺激 采 毒 法 在 蜘蛛 
毒液 的 采集 中 也 遇 到 很 多 的 挑战 ， 如 难以 从 个 体 较 























毒液 中 的 含量 高 于 毒 塞 粗 毒液 中 的 含量 。 双 向 凝 胶 
泳 分 离 粗 毒液 时 ， 两 种 粗 毒液 的 相对 分 子 量 在 
10 的 附近 区 域 均 只 有 很 少 的 蛋白 质点 出 现 。 这 表明 
部 分 大 相对 分 子 质量 蛋白 质 在 等 电 聚 焦 电 泳 过 程 
中 被 丢失 ， 提 示 SDS-PAGE 比 双向 凝 胶 电泳 更 适合 
分 析 间 斑 守 蛛 的 粗 毒液 。 结 合 质谱 分 析 结果 可 知 
两 种 粗 毒液 的 不 同 主要 反映 在 大 相对 分 子 质量 
白质 成 分 的 含量 上 ， 而 相对 分 子 质量 低 于 10H 
度 较 高 的 蛋白 质 和 多 肽 成 分 的 组 成 则 非常 相似 。 
Ay ANZA) BAA EE SR BEY, FRE S| 
起 多 种 中 毒 症 状 ， 且 剂量 较 高 时 引起 动物 死亡 ， 提 
示 粗 毒液 中 含有 针对 哺乳 动物 和 昆虫 的 毒性 成 分 。 
LDso 值 的 差异 提示 ， 两 种 方法 采集 的 粗 毒液 含有 相 
似 的 作用 于 哺乳 动物 和 昆虫 的 活性 成 分 ， 只 是 含量 
存在 差异 。 离 体 肠 神经 - 甩 肌 标本 的 神经 肌肉 接头 阻 
上 断 实 验 也 证 明 两 种 粗 毒液 具有 相似 的 生物 学 活性 ， 
只 是 活性 成 分 含量 的 不 同 导 致 了 有 效 剂量 的 差异 。 
由 于 粗 毒 液 的 低 相 对 分 子 质量 部 分 不 能 阻 断 离 体 
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小 的 蜘蛛 采集 毒液 、 有 可 能 遭受 唾液 污染 等 。 由 于 
里 蛛 不 能 进食 固体 食物 而 采用 体外 消化 ， 将 具有 消 
化 能 力 的 唾液 注入 到 猎物 中 消化 猎物 ， 然 后 吸入 液 



























































肪 神经 - 甩 肌 的 神经 肌肉 接头 传递 ， 因 此 可 以 推断 ， 
间 斑 寇 蛛 粗 毒液 的 哺乳 动物 毒性 主要 依赖 于 其 高 
相对 分 子 质量 的 乍 白质 成 分 而 不 是 低 相 对 分 子 质 

































































化 了 的 营养 物质 。 自 然 状 态 下 尽管 口 器 与 敖 胶 非 党 
接近 ,但 是 消化 液 与 毒液 还 是 很 少 混合 ， 这 是 因为 
师 蛛 在 注入 消化 液 之 前 已 主要 靠 毒 液 和 蜂 蛛 丝 控 
































量 的 蛋白 质 和 多 肽 ， 这 与 Selenocosmia huwena 
(Liang, 2004) 和 Macrotheleraveni raveni (Zeng et al, 
2003) 的 粗 毒液 不 同 , 这 些 蜂 蛛 粗 毒 液 毒性 的 发 挥 与 
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E 物 活性 多 肽 密切 相关 。 此 外 ， 
毒 吉 粗 毒 冻 干 粉 因 有 部 分 非 毒素 蛋白 质 和 
分 的 污染 ， 其 小 鼠 半 致 死 剂量 (0.39 mg/kg) 高 于 
刺激 粗 毒 冻 干粉 (0.16 mg/kg)， 但 仍 低 于 许多 其 人 
种 类 蜂 蛛 粗 毒 冻 干 粉 的 小 鼠 半 致死 剂量 ， 如 5. 
huwena (1.16mg/kg) (Liang et al, 1993), M. raveni 
(2.85 mg/kg ) (Zeng et al, 2003), L. gaucho (0.74 
mg/kg), L. laeta (1.45mg/kg) 和 L. intermedia (0.48 
mg/kg) (Barbaro et al, 1996), #éeHH TH) DE TRAY WE 
世界 上 毒性 最 强 的 蜂 蛛 之 一 。 

本 研究 首次 对 两 种 方法 
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